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Resumo

Quando sujeitos a condicées adversas, como a presenca de contaminantes, 0s
organismos aquaticos como 0s peixes necessitam de mecanismos de
destoxificacdo que os eliminem. Os poluentes sdo metabolizados numa fase | de
biotransformacdo apo6s entrada na célula, sendo posteriormente conjugados
numa fase Il de biotransformacdo. As proteinas transmembranares A7TP-binding
cassette (ABC), sdo responsaveis pelo efluxo dos poluentes antes e/ou depois das
fases | e Il de biotransformacdo, estando por isso associadas as fases 0/Ill da
destoxificacdo. Considerando a relevancia do figado enquanto orgdo de
destoxificacdo e de adaptacao as condicdes ambientais, as culturas primarias de
hepatécitos de peixes tém sido usadas como modelos /n vitro na avaliacao de
efeitos toxicos de poluentes presentes no meio aqudtico. No entanto, a grande
maioria dos estudos tem aplicado culturas primarias de células de peixes de agua
doce, existindo uma grande lacuna na aplicacdo de culturas primarias de
hepatécitos de espécies marinhas no contexto ecotoxicoldgico.

Neste trabalho pretendeu-se testar as culturas primarias de hepatocitos de
robalo (Dicentrarchus labrax, Linnaeu 1758) como um possivel modelo /n vitro na
avaliacdo de efeitos toxicolégicos de poluentes, tendo-se utilizado como
contaminante modelo o benzo(a)pireno (BaP) medindo os efeitos ao nivel dos
mecanismos de destoxificacdo. Os hepatdcitos foram isolados e cultivados em
placas de 24 pocos e ap6s exposicao das células durante 24 h ao BaP avaliou-se
a actividade enzimatica das fases | e Il de biotransformacdo, e os niveis de
expressdo génica do CYPTA e dos transportadores ABCC1-2. A funcionalidade
dos transportadores nas culturas foi determinada pelo ensaio de actividade dos
transportadores ABC, através da medicao da acumulacdo intracelular do substrato
Rodamina 123 (Rh123), na presenca ou auséncia de inibidores especificos dos

transportadores.
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Apods a exposicdo ao BaP verificou-se um aumento significativo da expressao
génica do transportador ABCC2 e do CYP1A. Relativamente a actividade
enzimatica das fases | e Il de biotransformacdo, verificou-se inducdo da
actividade da etoxiresorufina-o-deetilase (EROD) num padrao dose-resposta, e
inducdo da actividade da glutationa-s-transferase (GST) na concentracdo mais
elevada de BaP. Com a realizacdao do ensaio de actividade dos transportadores
ABC foi possivel mostrar a sua funcionalidade nas culturas primarias de
hepatocitos de robalo. No entanto, ndo foi possivel determinar quais os
transportadores predominantes nas culturas. Verificou-se que a actividade da
EROD e da GST estavam correlacionadas com a expressao génica dos
transportadores ABCC1-2, o que pode reforcar a ideia de interaccao entre as
fases | e Il de biotransformacao, e estes transportadores de efluxo.

A realizacao deste trabalho permitiu verificar que os hepatécitos de robalo, ao
manterem funcionais as enzimas das fases | e Il de biotransformacao e dos
transportadores ABC, poderdo ser usados como ferramenta ecotoxicolégica,
tendo sido possivel avaliar os efeitos do BaP nas diversas fases de destoxificacao.
Os resultados obtidos reforcam também a ideia da possivel cooperacdo entre as

fases | e Il de biotransformacao, e os transportadores ABC das fases 0/IIl.

Palavras-chave: Culturas primarias; hepatécitos; BaP; EROD; GST; MXR



Abstract

When subjected to adverse conditions, such as the presence of contaminants,
aquatic organisms, like fish, use detoxification mechanisms in order to eliminate
them. Pollutants are metabolized by phase | of biotransformation after entering
the cell, and are further conjugated by phase Il of biotransformation. ATP-binding
cassette (ABC) transmembrane proteins are responsible for the efflux of
pollutants before and/or after biotransformation phase | and I, and are therefore
associated with phase 0/Ill of the detoxification mechanism. Considering liver’s
role as the major organ in detoxification and adaptation to environmental
conditions, primary cultured hepatocytes have been used as in vitro models to
evaluate toxic effects of pollutants present in the aquatic environment. However,
most studies use primary cultures cells from freshwater species, and there is a
lack of studies using marine species hepatocytes in ecotoxicological studies.

In this study we intended to assess seabass (Dicentrarchus labrax, Linnaeu
1758) primary cultured hepatocytes as a possible tool for evaluating the
toxicological effects of pollutants, using benzo(a)pyrene (BaP) as the model
contaminant, by measuring the effects on the detoxification mechanisms.
Hepatocytes were isolated and cultivated in 24 well plates, and after a 24 h
exposure to BaP, phase | and Il enzymatic activities, and CYPTA and ABCC1-2
transporters gene expression were measured. ABC transporters functionality was
assessed by ABC transporters activity assay, measuring the levels of hepatocytes
intracellular accumulation of the substrate rhodamine 123 (Rh123), in the
presence or absence of specific ABC transporters inhibitors.

After exposing the cells to the contaminant, a significant increase in ABCC2
and CYPTA gene expression was observed. Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)
activity was induced in a dose-response manner, and glutathione S-transferase

(GST) activity was induced only at the highest BaP concentration. The functionality

vi



of ABC transporters in seabass primary hepatocytes was demonstrated, however
it was not possible to be determined which type of transporter was predominant.
A correlation between EROD and GST activity, and ABCC1-2 gene expression was
observed, reinforcing the idea of the possible cooperation between
biotransformation phases | and Il, and ABC transporters.

With this study it was possible to show that European seabass primary
hepatocytes maintain the functionality of phase | and Il biotransformation
enzymes and ABC transporters, and that it can be used as a potential
ecotoxicological tool in environmental toxicology. Moreover, the results obtained
also reinforce the idea of a possible cooperation between biotransformation

phases | and Il, and phases 0/l ABC transporters.

Keywords: Primary cultures; hepatocytes; BaP; EROD; GST; MXR
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1. Introducao

Ao longo do século XX, a actividade humana levou ao aumento dos niveis de
poluicdo nos ecossistemas, entre os quais o meio aquatico. O trafego ao longo
dos rios e nos mares, assim como a crescente urbanizacdo das zonas costeiras,
levaram ao aumento dos niveis de diversos poluentes a nivel global. A presenca
de compostos como bifenis policlorados (PCBs), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHSs), pesticidas como o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), entre
outros, tem sido monitorizada em diversas massas de agua, estando presentes
em rios, estudrios e ao longo da costa maritima portuguesa (Antunes & Gil, 2004;
Bebianno & Barreira, 2009; Ferreira et al., 2010; Nunes et al., 2011), assim como
em todos os ecossistemas do planeta.

Os PAHs sdo resultantes da combustdao incompleta de substancias organicas e,
embora possam ter origem natural (ex: incéndios, erupcdes vulcanicas), a maioria
sdo de origem antropogénica (emissdes de veiculos, derrames de petréleo, entre
outros) (Latimer & Zheng, 2003). Na sua estrutura apresentam pelo menos dois
anéis aromaticos de benzeno (Pazos et al., 2010) e sao um dos contaminantes
ambientais com maior predominancia nas zonas costeiras (Meador et al., 1995).
Entre estes compostos destaca-se o Benzo(a)Pireno (BaP), um PAH formado por
cinco anéis de benzeno, e um dos poluentes prioritarios na monitorizacao do
meio aquatico pela Unido Europeia (Decisdo n°2455/2001/CE) e também
classificado como um dos PAHs prioritarios em avaliacao de risco pela Agéncia de
Proteccdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), devido a sua toxicidade e
potencial carcinogénico (Buhler & Williams, 1989; Tsukatani et al., 2003).

Para sobreviverem em ambientes poluidos os organismos adaptam-se,
necessitando da participacdo e interaccdo de diversos mecanismos de
destoxificacdo. Numa primeira linha de defesa o poluente é efluxado, sem

transformacdo, por proteinas transmembranares (fase 0), podendo o mesmo tipo



de proteinas efectuar o efluxo de metabolitos resultantes das fases | e Il de
biotransformacdo (fase Ill). Apés a entrada na célula, os poluentes sao
metabolizados via fase | de biotransformacdao, e embora alguns tipos de
metabolitos possam ser directamente excretados, sao na maioria conjugados por

enzimas da fase Il (van der Oost et al., 2003).

1.1- Destoxificacao

1.1.1- Fase | de biotransformacao

Na fase | ocorrem reaccoes de oxidacdo, reducdo e hidrolise que sdo
catalisadas por enzimas monoxigenases microssomais (MO), sendo a maior parte
destas reaccdes, nos peixes, dependentes do citocromo P450 (CytP450 ou
CYP1A) (Goksayr & Forlin, 1992). A biotransformacdo é um passo necessario para
a eliminacdo e excrecdo de poluentes, no entanto na metabolizacdo de certos
compostos ocorrem fendmenos de bioactivacdio nos quais os metabolitos
resultantes sdo mais toxicos que o composto original (Buhler & Wang-Buhler,
1998; van der Oost et al.,, 2003). Um dos metabolitos do BaP, o BaP-7,8-
dihidrodiol-9,10-epéxido, apresenta elevado potencial carcinogénico devido a
sua capacidade de se ligar a macromoléculas como DNA e RNA (Kim et al., 1998).

A expressao do CYP1A é regulada pelo receptor aril de hidrocarbonetos (Ahr)
(figura 1). A activacdo deste receptor ocorre apos a ligacdo a um substrato (p.e:
PAH, dioxinas), desencadeando uma série de reaccdes que levam ao aumento da
expressao do gene do CYP1A (Denison & Nagy, 2003; Jgrgensen et al., 2008; Wan

et al., 2004).
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Figura 1: Mecanismo de inducdo do CYP por exposicdo
a PAHs. O objecto oval representa o receptor Ahr, e o
triangulo azul-claro representa a molécula de PAH.
Retirado de Jorgensen et al., 2008.

Um dos biomarcadores mais aplicados em monitorizacdo ambiental para
avaliacdo da fase | de biotransformacdo é a actividade da enzima etoxiresorufina-
o-deetilase (EROD). Este biomarcador tem sido usado em trabalhos de exposicao
controlada a poluentes, observando-se inducdo da actividade no figado apds
exposicdo a BaP em tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) (Costa et al., 2011) ou
em douradas (Sparus aurata) expostas a misturas de PAHs (Kopecka-Pilarczyk &
Correia, 2009). Em trabalhos de campo, verificou-se a inducdo desta enzima em
tainhas (Mugil chephalus) (Ferreira et al., 2006) e em robalo (Dicentrarchus
labrax) (Gravato & Santos, 2003; Ferreira et al., 2010) expostos a PAHs presentes
na agua. A funcionalidade da EROD em culturas primarias de células de peixes
tem sido aplicada como forma de avaliar o potencial toxico de poluentes /n vitro.
Varios trabalhos com culturas primarias de hepatocitos de demonstraram a
inducdo da actividade enzimatica da EROD ap6s a exposicdo a compostos como

PAHs (Wan et al.,, 2004; Naicker et al., 2007), naftalenos policlorados (PCNs)



(Pesonen et al., 2000), PCBs e a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

(Smeets et al., 2002).

1.1.2- Fase Il de biotransformacao

Na fase Il de biotransformacdao ocorrem reaccdes de conjugacao de moléculas
enddgenas com o poluente e/ou os seus metabolitos. Uma das enzimas desta
fase é a glutationa-s-transferase (GST), que efectua a conjugacdo de glutationa
aos substratos, aumentando a polaridade e permitindo a excrecao dos
metabolitos conjugados (Ferreira et al., 2006; Jancova et al., 2010; van der Oost
et al., 2003). Em mamiferos ja foram identificadas oito familias de GSTs: a/pha,
mu, pi, sigma, theta, omega, kappa, e zeta (Hayes & Pulford, 1995),
encontrando-se semelhancas estruturais e cataliticas de GSTs hepaticas de
algumas espécies de peixes com GST-alpha, mu e pi de roedores (George, 1994;
Doi et al., 2004; Donham et al., 2005a; Donham et al., 2005b; Trute et al., 2007).
Em robalo, duas GSTs foram purificadas e tendo em conta as caracteristicas
apresentadas foram relacionadas com as GSTs theta e alfa de mamiferos
(Angelucci et al., 2000). Em peixes, o mecanismo de regulacdao da expressao dos
genes que codificam para as GSTs supbe-se que podera ocorrer através da
cascata de sinalizacdao associada ao Ahr, de modo similar ao observado na
regulacdao da expressdo do CYP (Blanchette et al., 2007).

A actividade da GST tem sido usada como biomarcador de fase Il de
biotransformacdo apds exposicdo a poluentes como PAHs, PCBs, dibenzodioxinas
policloradas (PCDD) e pesticidas organoclorados (OCP) (van der Oost et al., 2003).
No entanto, varios trabalhos relatam diferentes respostas a exposicdo a
poluentes. Apds exposicdo de tildpia do Nilo ao BaP, pela agua e pela dieta, a

actividade da GST hepatica manteve-se inalterada (Costa et al., 2011). O mesmo



resultado foi relatado em robalo no trabalho de Reis-Henriques et al (2009), ap6s
injeccdo intraperitonial de fenantreno. Contudo, outro estudo demonstrou a
inducdo da GST apds exposicdo ao BaP em robalo (Gravato & Guilhermino, 2009).
A actividade da GST tem sido também avaliada em modelos /n vitro, verificando-
se inducao da actividade em culturas primarias apos exposicao a PAHs (Sanbacka

& Isomaa, 2000) e a compostos halogenados (Neto et al., 2007).

1.1.3- Fase 0/Ill da destoxificacdo

As fases 0 e lll sdo mediadas por proteinas transmembranares pertencentes a
superfamilia ABC (A7P-binding cassette). Estas estdo envolvidas no mecanismo
de Multidrug Resistance (MDR), caracterizado pelo efluxo activo de um largo
espectro de quimicos citotéxicos, tornando as células resistentes a sua actuacao
(Zucchi et al.,, 2010). Este mecanismo foi inicialmente descrito em células
tumorais de mamiferos (Dang, 1973), e em espécies aquaticas foi descrito um
mecanismo andlogo denominado por Multixenobiotic Resistance (MXR) (Kurelec,
1992).

Os transportadores ABC efectuam o efluxo de diversos substratos necessitando
da energia obtida da ligacao e hidrolise de moléculas de ATP (Locher, 2009; Rees
et al., 2009). No Homem estao identificadas 49 subfamilias, organizadas de ABCA
a ABCG (Dean et al., 2001), e 77% destas possuem homologia em peixe-zebra
(Danio rerio) (Anillo et al., 2006), tendo sido recentemente identificada mais uma
subfamilia (ABCH) nesta espécie (Popovi¢ et al., 2010), ainda sem funcao
conhecida. Como caracteristicas gerais estas proteinas possuem dois dominios
de ligacdo de nucleétidos (nucleotide binding domain - NBD) e dois dominios
transmembranares (transmembrane domain - TMD) (Moody & Thomas, 2005;

Davidson et al., 2008), embora algumas subfamilias possuam diferencas em



relacdo a este modelo. Das diversas subfamilias dos transportadores ABC, as que
tém captado maior interesse em toxicologia, por ter sido comprovado o seu
envolvimento no transporte de xenobidticos, sdo a P-glicoproteina (Pgp - ABCB1)
pertencente a subfamilia ABCB, as Multidrug Resistance-associated Protein’s
(MRPs) pertencentes a subfamilia ABCC, e a Breast Cancer Resistance Protein

(BCRP - ABCG2) da subfamilia ABCG (Epel et al., 2008; Leslie et al., 2005).

A Pgp (figura 2) foi o primeiro transportador ao qual se associou o mecanismo
MDR (Dang, 1973; Juliano & Ling, 1976) e MXR (Kurelec, 1992), possuindo peso
molecular proximo de 170 kDa e composta por dois dominios NBD e TMD (Aller
et al.,, 2009). Nos peixes a sua presenca foi detectada na generalidade dos
orgaos, sendo mais expressa em tecidos barreira como intestino, figado,
branquia e rim (Bard, 2000; Hemmer et al., 1995; Kleinow et al., 2000). Os
substratos que transloca, embora sem especificidade a um Uunico tipo, sdo
maioritariamente hidrofébicos, de carga neutra ou positiva, e de tamanho
reduzido, podendo ser de origem enddégena ou exdgena (Epel, 2008; Zaja et al.,
2011). Este transportador tem sido considerado como uma primeira linha de
defesa, por efectuar maioritariamente o efluxo de compostos nao metabolizados

(figura 3) (Bard, 2000).

As MRPs (figura 2) sao proteinas pertencentes a subfamilia ABCC. As MRP1-3,
MRP6 e MRP7 sdao compostas por dois dominios NBD e trés dominios TMD, ao
passo que as MRP4-5 possuem dois dominios NBD e dois TMD (Leslie et al.,
2005). A expressdo génica deste tipo de transportadores em peixes foi detectada
em diversos tecidos, como rim, intestino e figado (Cai et al., 2003; Loncar et al.,
2010). Efectuam o efluxo de metabolitos resultantes dos processos das fases | e

Il de biotransformacdo, embora se liguem maioritariamente a moléculas



provenientes desta ultima fase conjugadas com glutationa, acido glucorénico ou

sulfato (Keppler et al., 1998; Zaja et al., 2008), sendo por isso consideradas como

intervenientes na chamada de fase Ill da destoxificacao (figura 3) (Bard, 2000).

A MSD1 MSD2
out
it nu Ll ]
N COOH
NBDA1 NBD2
B MSD1 MSD2 MSD3
H,N n )
out
:I]]II i 1 [HEI]] _
n.. COOH
CL3
NBDA1 NBD2
C MSD1
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|HEII]] _
n
COOH
NRBD1

Figura 2: Esquema de transportadores membranares. A)

Representacdo esquematica da estrutura da Pgp e das MRP4-

5 com dois dominios NBD e dois dominios Membrane

Spanning Domain (MSD), mencionado no texto como dominio
TMD. B) Estrutura das proteinas MRP1-3, MRP6 e MRP7. C)
Estrutura da BCRP. Adaptado de Leslie et al., 2005.

A BCRP (figura 2) é considerada um transportador incompleto, apresentando na

sua estrutura um dominio NBD e um dominio TMD, necessitando por isso de

estar ligada a um outro transportador BCRP para se tornar funcional (Epel et al.,

2008). A expressdo nos tecidos dos peixes &€ muito similar ao encontrado em

mamiferos (Leslie et al., 2005), existindo trabalhos que relatam expressao

elevada deste transportador no figado, génadas e intestino (Loncar et al., 2010).

Transporta essencialmente metabolitos resultantes da fase Il da destoxificacdo

(Paetzold et al., 2009), preferencialmente conjugados com grupos sulfato (Leslie

et al., 2005), logo envolvida na fase Il (figura 3).
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Figura 3: Integracdo das fases 0 (Pgp), | (CYPTA), Il (GST) e
Il (MRP) na destoxificacdo. “X” representa um xenobiotico
hidrofobico. Retirado de Bard, 2000.

A cooperacdo entre os transportadores ABC e o0s mecanismos de
biotransformacdo tem sido sugerida (figura 3) (Bard, 2000), existindo estudos
que mostram um aumento da expressdao destes transportadores em espécies
aquaticas que habitam locais poluidos (Bard et al., 2002a; Bard et al., 2002b;
Paetzold et al., 2009).

Neste panorama de proteccdo celular a Pgp efectua preferencialmente o efluxo
de xenobidticos ndo transformados, correspondendo assim a uma fase 0 da
destoxificacdo. Estudos efectuados com linhas celulares de mamiferos
demonstraram que a Pgp era capaz de efluxar contaminantes ambientais como o
BaP (Yeh et al., 1992), o 7,12-dimetrilbenzo(a)antraceno (Phang et al., 1993), e
pesticidas como o endosulfano (Bain & LeBlanc, 1996).

Apds a intervencdo dos mecanismos da fase Il de biotransformacdo, o
conjugado sera efluxado via fase Ill da destoxificacdo pelas MRPs e BCRP. Peixes
da espécie killifish (Fundulus heteroclitus) de zonas poluidas com PAHs e PCBs

apresentavam aumento da expressao dos transportadores ABCC2 e ABCG2, o que



0s autores relacionaram com a acumulacdao de metabolitos (Paetzold et al., 2009).
Estudos /n vitro evidenciaram a interaccao entre os transportadores e a fase Il de
biotransformacdo, pelo efluxo de metabolitos de compostos enddgenos
(Jedlitschy et al., 1996, 1997) e mesmo de metabolitos conjugados do BaP

(Myllynen et al., 2007), em células de cancro mamario humano.

1.2- Culturas primarias

Embora a experimentacdo animal seja uma pratica comum nas diversas areas da
ciéncia, tem-se procurado medidas alternativas que permitam reduzir a utilizacao
de animais em laboratério, pela proposta politica dos 3Rs (Reduce, Replace,
Refine - reduzir, substituir, refinar) (Scholz et al., 2008). Assim, foi com bastante
expectativa que se obtiveram progressos com a cultura de células animais. Em
ecotoxicologia os estudos de efeito de poluentes /n vitro sdo feitos a par com os
estudos /n vivo. Como a actuacdo de um quimico é inicialmente ao nivel celular
(Fent, 2001), supde-se que alteracOes a este nivel terao efeitos posteriores nos
tecidos, o6rgaos, e finalmente no organismo (Schirmer, 2006). O recurso a
culturas de células permite testar um grande nimero de compostos, diminuir a
quantidade de quimicos necessarios ao ensaio e, por consequéncia, reduzir a
quantidade de residuos téxicos produzidos (Schirmer, 2006).

As culturas primarias de células sdao obtidas a partir de tecidos e érgdos, e ao
contrario das linhas celulares, cuja propagacdao pode nalguns casos ser infinita,
possuem um tempo de vida limitado, sendo viaveis apenas por dias ou semanas
(Segner,1998). Ao contrario de muitas linhas celulares, as culturas primarias
mantém intactas as suas caracteristicas bioquimicas, entre as quais os
mecanismos de destoxificacdo (Neto et al., 2006; Smeets et al., 2002; Wan et al.,

2004).



O figado, como principal érgao metabdlico, possui especial relevancia nos
mecanismos de destoxificacdo dos organismos (Segner, 1998), e para se
compreender estes mecanismos tém-se utilizado culturas celulares de
hepatocitos (Sturm et al., 2001; Schirmer, 2006). Trabalhos realizados com
culturas primarias demonstraram inducdo da expressdao génica e da actividade
enzimatica do CYP apds exposicdo de hepatdcitos de truta a B-naftoflavona
(BNF), reconhecido indutor do CYP (Aluru & Vijayan, 2006), TCDD (Sadar &
Anderson, 2001), e PAHs como o BaP (Naicker et al.,, 2006), tendo sido
igualmente demonstrada a funcionalidade dos mecanismos de fase Il apods
exposicao ao TCDD (Wan et al., 2004). Estudos recentes com culturas primarias
de hepatocitos de truta caracterizam a presenca e funcionalidade dos
transportadores ABC (Sturm et al., 2001; Zaja et al., 2008).

No entanto a grande maioria destes estudos foram efectuados com culturas
primarias de hepatocitos de peixes de agua doce, existindo poucos trabalhos
onde foram aplicadas culturas primarias de hepatécitos de espécies marinhas no
contexto ecotoxicolégico (Smeets et al., 2002; Tutundjian et al., 2002; Winzer et

al., 2002).

1.3- Organismo modelo

Neste trabalho, o organismo modelo seleccionado foi o robalo (Dicentrarchus
labrax, Linnaeu 1758). Este peixe possui uma ampla distribuicdo na costa
europeia e norte de Africa, e tem sido usado como modelo na avaliacdo das vias
de biotransformacdo /n vivo apds exposicdo a PAHs, verificando-se inducdo da
EROD quer apds exposicao ambiental a PAHs (Ferreira et al., 2010; Fonseca et al.,
2011), quer em laboratério (Gravato & Santos, 2003). Ao contrario da EROD, a

actividade da GST ndo possui um padrao de resposta tdao evidente, existindo
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trabalhos onde nao ocorreu inducdao da actividade da enzima, quer em animais
expostos a misturas de PAHs no meio (Ferreira et al., 2010; Fonseca et al., 2011),
qguer apos exposicdo controlada a PAHs individuais, como reportado em Reis-
Henriques et al. (2009) apdés administracdo intraperitonial de fenantreno a
robalos.

O facto de os seus mecanismos de biotransformacdo estarem descritos e serem
aplicados em diversos estudos em toxicologia, associado a facilidade na sua
obtencdo e manutencao, foram factores que contribuiram para a escolha do

robalo como organismo modelo neste trabalho.

1.4- Objectivos

Os objectivos deste trabalho sdo, avaliar a funcionalidade dos processos de
destoxificacdo em culturas primarias de hepatécitos de robalo, apds exposicdo a

um PAH, o BaP, medindo:

- A expressdao do mRNA de genes que codificam para proteinas envolvidas nas
fases de destoxificacao, nomeadamente transportadores ABC e CYPTA;

- A capacidade catalitica das fases | e Il de biotransformacdao em culturas
primarias de hepatdcitos, e;

- A funcionalidade dos transportadores ABC e efeito do BaP na actividade dos

transportadores.
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2. Materiais e métodos

2.1-Manutencdo dos robalos

Os robalos (Dicentrarchus labrax, Linnaeu 1758) foram adquiridos a uma
aquacultura no norte de Portugal, Pévoa de Varzim, e mantidos em tanques com
capacidade para 3000 L de agua salgada (32,2 + 1,0), temperatura de 18 = 1 °C,
arejamento constante (de forma a manter os niveis de oxigénio préximos de 100
%), filtro bioldgico e fotoperiodo natural. Os niveis de amdnia e nitratos foram

regularmente monitorizados e mantidos abaixo de 0,5 mg/mL.

2.2- Isolamento de hepatocitos

Os animais foram sacrificados por contusdo craniana, e na zona abdominal,
apo6s limpeza com etanol a 70 %, efectuou-se a incisdo. A veia porta foi canulada
(canula de 24 G) e efectuou-se a perfusdo do figado em dois passos: 1) 10 min
com solucao A (176 mM NaCl; 4,82 mM KCI; 0,44 mM KH;PO4; 3,6 mM NaHCOs;
0,35 mM Na;HPO4-2H,0; 10 mM HEPES; 5 mM NazEDTA; pH 7,6), fluxo de 10
min/mL, com o objectivo de remover células sanguineas; e, 2) 6 min com solucao
B (solucao A sem Na;EDTA, com colagenase IV a 0,01 mg/mL e CaCl; a 2,5 mM),
previamente aquecida a 37 °C, fluxo 10 mL/min, para degradacao das ligacoes
intercelulares. Apdés a perfusdao, o figado foi cuidadosamente removido da
cavidade abdominal e colocado numa placa de petri em gelo, onde se efectuou a
disrupcdao mecanica. A suspensdo celular foi filtrada através de uma malha de
200 pm para solucdo C (solucdo B sem colagenase IV, e com 1 % albumina bovina
sérica - BSA), e filtrada novamente com uma malha de 64 pym. A suspensdo
celular foi lavada e centrifugada trés vezes em Hanks Balanced Salt Solution

(HBSS) a 100 g, 5 min, a 4 °C. Os hepatdcitos foram transferidos para solucdo
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HBSS com 5 % soro fetal bovino (FBS) e o niumero de células contado recorrendo a
uma camara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de
exclusao do azul de tripano, sendo os hepatocitos colocados em cultura, para
uUso nos ensaios posteriores, apenas no caso de se obter uma viabilidade celular
superior a 90 %. Os hepatocitos (50x104 por poco) foram incubados em placas de
24 pocos, durante a noite, a 16+1 °C em 400 pL de HBSS+5 % FBS, 10 U/mL de
penicilina, 10 pg/mL de estreptomicina, e 0,025 pg/mL de anfotericina. Os pocos
da placa foram previamente revestidos com Matrigel (0,1mg/L em HBSS) de

acordo com as recomendacdes do fabricante (BD Bioscience).

2.3- Exposicdo ao Benzo(a)Pireno

Apods sedimentacdo (16-18 h), os hepatodcitos foram expostos a benzo(a)pireno
(BaP) em diferentes concentracdes. Da cultura de hepatocitos foram retirados 150
uL de meio dos pocos, e adicionaram-se 250 pL de BaP. Os hepatécitos foram
expostos, em triplicado, a 10-'5, 10-'2, 10-10, 10-8, 10-7 e 10-6 M de BaP,
preparado em HBSS, para utilizacdo em ensaios enzimaticos, enquanto que para a
avaliacdo da expressdo génica foram expostos as concentracdes de 10-10, 10-8,
10-7 e 10-6 M de BaP, quatro réplicas por concentracdo. Foram usados dois
controlos, um de meio HBSS e outro de solvente, com acetona diluida em HBSS,
em concentracao final nunca superior a 0,2 %. Os hepatécitos foram incubados na
presenca de BaP durante 24 h, a 16 + 1 °C. Apds a incubacdo observou-se a

morfologia das células em microscépio dptico invertido (Leica).

2.4- Extraccao de RNA e sintese de cDNA

Apods exposicdo ao BaP, o meio de cultura foi removido e os hepatécitos lavados

com 400 pL de tampao fosfato salino (PBS) estéril. O RNA total dos hepatdcitos
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foi isolado recorrendo ao kit ///ustra RNAspin Mini RNA [solation Kit (GE
Healthcare®©). Este kit permite a extraccdo rapida e eficiente do RNA das amostras
através de coluna, e a contaminacdo com DNA foi eliminada recorrendo a um
tratamento na coluna com DNAse. A qualidade do RNA obtido foi confirmada
através da observacdo das bandas de rRNA em gel de agarose (1 % agarose em
tampao Tris-Acetato-EDTA -TAE; condicdes de electroforese: 120 V, 400 mA, 20
min) com luz ultra-violeta, usando Ge/Red como corante. A quantidade do RNA
isolado foi determinada recorrendo ao kit Quant-iT™ RiboGreen® RNA Reagent
and Kit (Invitrogen), seguindo-se as indicacdes do fabricante. A fluorescéncia
resultante da reaccdao do RiboGreen com o RNA foi lida a Aex 485 nm e Aem 538
nm (Thermo Labsystem Fluoroskan Ascent), determinando-se a quantidade de
RNA recorrendo a uma recta-padrao de rRNA (20 ng, 100 ng, 500 ng e 1 pg).
Foram utilizados 10 ng de RNA para sintese de cDNA, recorrendo-se ao kit
iScript™cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. Aos 10 ng de RNA foram adicionados 4 yL de 5x /Script Reaction Mix,
1 uL de /Script Reverse Transcriptase, e perfez-se o volume final de 20 pL com
agua livre de nucleases. As condicdes de sintese foram: 5 min a 25 °C, 30 min a
42 °C, 5 min a 85 °C. Este kit utiliza como transcriptase reversa Rnase H+, e uma
mistura de oligo(dt) e primers aleatérios. Apds a sintese o cDNA foi armazenado

a -20 °C até utilizacao futura.

2.5- Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

A expressdo génica foi avaliada por RT-PCR quantitativo (qRT-PCR), utilizando
o fluoréforo SybrGreen. O desenho dos primers para quantificacdo da expressao
dos genes ABCCI1, ABCC2, CYPIA, factor de elongacdo-1 (EF1), subunidade
ribossomal 18S, e proteina ribossomal L17 foi efectuado a partir de sequéncias

disponiveis no GenBank (MNational Center for Biotechnology Information - NCBI),
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utilizando o programa Primer3 (Attp://biotools.umassmed.edu). Os nimeros de

acesso das sequéncias utilizadas estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Niamero de acesso, sequéncia, concentragado, eficiéncia e tamanho do fragmento

para cada par de primers utilizados (F- primer forward, R- primer reverse), para os genes

em estudo.
Gene Sequéncia (5" —-3") Concentracdo Eficiéncia Tamanho
(NUmero de (nM) %) fragmento
acesso) (pb)
ABCCI1 F - CATCCGAGCCTTTGGTGAAC 600 1041 80
(GQ273982) R - GGTAGTAAGCCTTCTGATTGTGG 600
ABCC2 F - CCTGGTTGGCTTGTCTATATCC 600
(GQ2739783) R - CTCGCTGTATTCACTCACTCTC 600 . 124
CYPIA F - TGTGCTTTGGCCGGCGCTAT 600
(AJ)251913.1) R - CTGCTGGGTTGCCACTGCCC 450 104,3 102
18S F - ACGGACGAAAGCGAAAGC 300 107.6 94
(AM419038.1) R - CGGAACTACGACGGTATCTG 600
L17 F - TCCTGCGGTGGTGATACG 600
(AF139590.1) R - CCTTTGTTGCTTACTATGACTCC 900 94,6 99
EF1 F - GGACACAGAGACTTCATCAAGAAC 600
(AJ866727.1) R - ACCAACACCAGCAGCAACG 300 99,3 84

Os primers foram encomendados a STABVIDA (STABVIDA Lda, FCT/UNL), e a
identidade do fragmento, para o qual codificam, testada em PCR convencional. Na
reaccao de PCR foram adicionados 5 pyL de 5x Colorless GoTaq Buffer (Promega),
2,5 pL de MgCl; a 25 mM (Promega), 0,5 pL de dNTPs a 10 mM (5Prime), 1 pL dos
primers forward e reverse a 20 mM, 0,125 uL de GoTag Polymerase a 5 U/pL
(Promega) e 1 pL de cDNA, perfazendo com agua ultra-pura o volume de 25 pL.
As condicdes de PCR utilizadas foram: desnaturacdao a 95 °C durante 2 min, 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 30 seg, annealing a 54 °C durante 30 seg,
polimerizacdo a 72 °C durante um min, e uma extensao final a 72 °C durante 10
min. Depois da visualizacdo dos produtos em gel de agarose (1 % agarose em
TAE) o fragmento de tamanho esperado, para cada par de primers (Tabela 1), foi

extraido do gel recorrendo ao kit /ustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (GE Healthcare). O fragmento purificado foi incluido no vector
pGem T-easy do kit pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega), e
amplificado em células Escherichia coli do kit Novablue Single Cells / (Novagen),
tendo-se seguido as instrucdes dos fabricantes. As células foram plaqueadas em
meio de cultura Lysogeny Broth (LB)/Ampicilina/IPTG/X-Gal e deixadas a incubar
durante a noite a 37 = 1 °C. Utilizando o método de Blue/White Screening
seleccionaram-se as colonias brancas que possuiam o fragmento de interesse,
sendo confirmada a identidade do fragmento por PCR convencional adicionando,
por reaccdo, 2 PL de 5x Colored Buffer (Promega), 1 pyL de MgCl; a 25mM
(Promega), 0,2 yL dNTPs a 10mM (5Prime), 0,5 yL de primers forward e reverse a
20mM, 0,05 uyL de GoTaqg Polymerase a 5 U/uL (Promega), e 5,75 pL de agua
ultra-pura. As colénias que possuiam o fragmento foram repicadas e incubadas
durante a noite, com agitacdo, a 37 = 1 °C em meio de cultura LB/Amp liquido. O
DNA do vector foi extraido recorrendo ao kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) tendo-se enviado uma amostra de DNA purificado
para sequenciacdo (STABVIDA Lda, FCT/UNL). A identidade da sequéncia foi
analisada recorrendo ao software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST -
NCBI) e BioEdit 7.0 (Hall, 1999). Na reaccao de qRT-PCR foram adicionados 10 pL
de SybrGreen Master Mix (BioRad), 1 yL de cDNA, 2 pL dos primers forward e
reverse (tabela 1), e 5 pL de agua ultra-pura. As condicdes de PCR foram as
seguintes: desnaturacao a 95 °C durante 3 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95
°C durante 10 seg, annealing a 54 °C durante 30 seg, e polimerizacdao a 72 °C
durante 30 seg. No final da reaccdo foi efectuada uma curva de me/ting (55 °C a
95 °C) para verificar a formacdo de produtos especificos. A concentracdo de cada
par de primers foi optimizada testando diferentes combinacdes das
concentracoes dos primers forward e reverse, e optou-se pela combinacao que

apresentava Cycling Threshold (Cts) mais baixos e niveis mais elevados de
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fluorescéncia. A eficiéncia da reaccdo de PCR foi calculada através de uma recta-
padrao de cDNA (0,05 ng/pL a 25 ng/pL). A expressao do mRNA dos genes de
referéncia foi calculada pela férmula 2-2¢t, sendo ACt a diferenca do Ct da
condicao experimental (exposicao a BaP ou controlo solvente) e do Ct do
controlo. A expressdo do mRNA que codifica para os transportadores ABCCI,
ABCC2 e para o CYP1A foi calculada pelo método de Livak (2-2act) (Livak &
Schmittgen, 2001), normalizando-se com a expressdo do gene de referéncia. Esta
formula foi usada porque a eficiéncia de cada par de primers foi préxima dos

100% (Tabela 1).

2.6- Avaliagcdo da actividade enzimatica

A actividade da etoxiresorufina-o-deetilase (EROD) foi avaliada pelo método
descrito por Behrens et al., (1998) medindo a producao de resorufina a partir do
substrato 7-etoxiresorufina (7-ER). Apds 24 horas de exposicdo ao BaP, o meio
de cultura foi removido e os hepatocitos lavados duas vezes com 400 pL de PBS
frio para remover o BaP. Adicionaram-se 400 pL de 7-ER (concentracdo final de 2
UM em PBS), e incubou-se durante 30 min, 16 = 1 °C, no escuro. A fluorescéncia
foi medida a Aex 530 nm e Aem 585 nm (Thermo Labsystem Fluoroskan Ascent) e a
actividade da EROD expressa em pmol/min/mg proteina, recorrendo-se a uma
recta—padrao de resorufina (1,5 nM a 1000 nM).

A glutationa-s-transferase (GST) conjuga a glutationa ao substrato CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno), sendo a actividade da GST medida pela formacao
deste conjugado. Apos exposicdo ao BaP, o meio foi removido das placas e os
hepatocitos lavados duas vezes com 400 pL PBS. Adicionaram-se 250 pL de
tampao de homogeneizacdo (50 mM tampdo fosfato de potassio; 0,1 mM
NaEDTA; pH 7,0) e resuspenderam-se as células mecanicamente. A suspensao

foi homogeneizada com sonicador (40 W, 10-15 seg), e o homogeneizado
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centrifugado a 10000 g, 15 min, a 4 °C, tendo-se armazenado o sobrenadante a
-80 °C até uso posterior. A actividade da GST foi determinada de acordo com o
método descrito em Ferreira et al (2008). A 100 pyL da amostra foram adicionados
200 pL de mistura de reaccdo (tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5, glutationa (GSH) 10
mM em tampao fosfato, e CDNB 60 mM em etanol, na proporcao de
4,95:0,9:0,15). A absorvancia foi medida a 340 nm apéds a adicdo da mistura de
reaccao durante 10 min em intervalos de 20 seg (Biotek PowerWave 340). A
actividade foi expressa em nmol/min/mg proteina, com base no coeficiente de
extincdo molar do CDNB (g€340= 0,0096 pM-cm-1).

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry adaptado a
microplacas. As amostras, branco e padrdes foram adicionados 80 pL de Solucio
A+B (Solucdo A: 2 % w/v Na,COs e 2 % w/v tartarato de sédio e potassio em 0,1 M
NaOH; Solucdo B: uma gota de H.SO4 e 1% w/v CuSO4 em agua destilada), na
proporcao de 5:0,1, e incubou-se durante 10 min a temperatura ambiente,
tendo-se de seguida adicionado 40 pL de Reagente de Folin (1:1 em agua
destilada), e incubado no escuro, com agitacdo, durante 30 min. A absorvancia
foi lida a 690 nm (Biotek PowerWave 340), determinando-se a quantidade de

proteina através de uma recta-padrao de BSA (3,13 pyg a 250 ug).

2.7- Avaliagcao da actividade dos transportadores ABC

A actividade dos transportadores ABC foi avaliada pela acumulacdo de
Rodamina 123 (Rh123) no interior das células, apds incubacdo na auséncia ou
presenca de MK571 (inibidor de MRPs) e Ciclosporina-A (CycA, inibidor de MRPs e
Pgp) nas concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 e 50 pM, em HBSS. O mesmo
ensaio foi efectuado na presenca de BaP, nas mesmas concentracdes utilizadas
nos ensaios enzimaticos, para avaliar o seu efeito na actividade dos

transportadores ABC. Apos o periodo de adesdao dos hepatécitos ao fundo do
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poco recolheram-se 150 pL de meio e adicionaram-se 125 pL dos inibidores
(CycA dissolvida em etanol, MK571 dissolvido em dimetilsulfoxido - DMSQO), ou
de BaP, nas diferentes concentracdes, em triplicado. Apés um periodo de pré-
incubacdo de 3 a 5 min, foram adicionados 125 pL de Rh123 (concentracao final
de 2 pM em HBSS), e a placa incubada durante 2 h,a 16 = 1 °C, no escuro. Apds o
periodo de incubacdo as células foram lavadas duas vezes com 400 pl de PBS frio,
e provocou-se a sua lise adicionando 400 uL de 0,1 % T7riton X-100-PBS. A
fluorescéncia da Rh123 intracelular foi medida a Aex 485 nm e Aem 538 nm
(Thermo Labsystem Fluoroskan Ascent), tendo-se expresso os valores de

acumulacdo de Rh123 em percentagem em relacao ao controlo.

2.8- Avaliacao da viabilidade celular

Os efeitos citotoxicos dos quimicos utilizados nas exposicdes foram avaliados
pelo teste de reducao do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Apds exposicao das células aos inibidores dos transportadores
ABC (MK571 e CycA) e ao BaP o meio foi removido e efectuaram-se duas lavagens
com 400 pL de PBS. Foram adicionados 220 pyL de MTT dissolvido em PBS (0,5
mg/mL), e incubaram-se durante 3-4 h até formacdo de cristais. O meio foi
removido e dissolveram-se os cristais em 200 pyL de DMSO, com agitacao,
durante 10 min. Adicionaram-se 25 pL de tampao Sorensen (0,05 M glicina; 0,05
M NacCl, pH 10,5) incubando-se durante 5 min. A absorvancia foi medida a 570
nm (Biotek Powerwave 340) e a viabilidade celular expressa em percentagem em

relacdo ao controlo.
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2.9- Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média = erro-padrdo. O tratamento
estatistico foi efectuado pela analise da variancia a um factor (one-way variance
analysis - ANOVA) com recurso ao teste post-hoc Fischer LSD para comparar
diferencas entre as varias condicbes experimentais. Os dados foram
logaritmizados para cumprir os requisitos da ANOVA. As correlacdes entre os
varios parametros foram analisadas pela correlacdo de Pearson. Todos os testes

foram efectuados recorrendo-se ao programa Statistica 7.0 (Statsoft Inc.).

2.10- Declaracao de ética

Os animais usados neste trabalho foram tratados de acordo com o Decreto-Lei
n° 197/96, aprovado no Parlamento Portugués em 1996, que estabelece as
normas relativas a proteccao dos animais utilizados para fins experimentais e

outros fins cientificos.
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3. Resultados

3.1- Expressdo génica

Foram testados trés genes como possiveis genes de referéncia, factor de
elongacao-1 (EF1), subunidade ribossomal 18S (18S), e proteina ribossomal L17,
e o0s niveis de expressio do mRNA nas culturas de hepatdcitos estao
apresentados na figura 4. Dos trés genes testados sé a expressao do gene L17 se
manteve inalterada apds exposicdo ao BaP. A expressao do mRNA do gene 18S
foi significativamente superior ao controlo apds exposicdo a BaP nas
concentracoes de 10-8 M e 10-7 M, enquanto que a expressao do gene EF1 foi
significativamente superior nas concentracoes de 10-8 M e 10-6 M, nao podendo
por isso ser aplicados como genes de referéncia.

Por estes motivos a expressao do gene L17 foi utilizada para a normalizacao da

expressao do mRNA que codifica para os genes ABCC1, ABCC2 e CYP1A.
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Expressdao do mRNA relativamente ao
controlo
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Concentragao de Benzo(a)Pireno

Figura 4: Expressdo do mRNA dos genes de referéncia EF1, 185 e L17 em rela¢do ao
controlo, apo6s exposicdo dos hepatdcitos ao BaP. Valores apresentados como média =
erro-padrao. N entre 3-5 isolamentos independentes.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001: valores significativamente diferentes em relacdo ao

controlo.
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A expressdao normalizada do mRNA dos transportadores ABCC1 e ABCC2 nos
hepatocitos esta representada na figura 5. Apesar de ndo ser significativamente
diferente do controlo verificou-se um aumento da expressao do ABCCI1 nas
concentracoes mais elevadas de BaP (1,8 =+ 0,4a10-7M,e 1,8 + 0,3a 10-6M de
BaP). A expressdao do mRNA que codifica o gene ABCC2 apresentou um aumento
na concentracao de 10-7 M de BaP (2,0 + 0,2), sendo significativo o aumento da

expressao verificado na presenca de 10-6 M de BaP (2,3 = 0,7).
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Concentracao de Benzo(a)Pireno

Figura 5: Expressdao normalizada do mRNA dos genes dos transportadores ABCC1-2, ap6s

exposicdo dos hepatdcitos a BaP. Valores apresentados como média *= erro-padrdo. N

entre 3-5 isolamentos independentes.

* p<0,05: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.

A expressao do mRNA do gene CYP1A nos hepatocitos esta representada na
figura 6. A expressdo foi significativamente superior ao controlo nos hepatdcitos
quando expostos a 107 M e a 106 M de BaP (1,8 =+ 0,5 e 1,7 = 0,7,
respectivamente). O aumento da expressdao do CYP1A nos hepatécitos com o

aumento da concentracdo de BaP, sugere um padrao dose-resposta.
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Figura 6: Expressdao normalizada do mRNA do gene CYP1A, apds exposicdo ao BaP.
Valores apresentados como média =+ erro-padrdo. N entre 3-5 isolamentos
independentes.

* p<0,05: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.
3.2- Actividade enzimatica

A actividade da EROD e da GST nos hepatdcitos estdo apresentadas nas figuras
7 e 8, respectivamente. A actividade basal da EROD foi de 0,8 = 0,2
pmol/min/mg proteina nas culturas primdrias de hepatocitos de robalo. Na
presenca de BaP, a actividade da EROD nos hepatocitos foi significativamente
superior na concentracdao de 10-7 M (2,7 vezes) e 10-6 M (24 vezes) de BaP,
apresentando um padrdao dose-resposta.

A actividade basal da GST dos hepatocitos foi de 4,2 + 0,2 nmol/min/mg
proteina. Na presenca de 10-7 M de BaP verificou-se um aumento da actividade
da GST (1,3 vezes) embora sem suporte estatistico, sendo no entanto
significativamente superior na presenca de 10-6 M de BaP (1,6 vezes).

A actividade da EROD e GST apresentaram correlacdes significativas (p <0,05)

com a expressao de mRNA dos genes ABCC1 (r=0,80 e r=0,73, respectivamente)

e ABCC2 (r=0,57, para ambas as enzimas). A actividade da EROD e GST nos
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hepatécitos de robalo também se encontravam correlacionadas (r=0,54, p
<0,05), evidenciando a actuacdo conjunta das duas enzimas na biotransformacao

do BaP.
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Figura 7: Actividade da EROD nos hepatocitos apds exposicdo ao BaP. Valores sdo
expressos em percentagem de actividade da EROD (pmol/min/mg proteina) em relacdo ao
controlo, estabelecido como 100 %, e apresentados como média *+ erro-padrdo. N entre
4-6 isolamentos independentes.

*** p<0,001: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.
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Figura 8: Actividade da GST nos hepatécitos apds exposicdo ao BaP. Valores sao
expressos em percentagem de actividade da GST (nmol/min/mg proteina) em relacdo ao
controlo, estabelecido como 100 %, e apresentados como média = erro-padrdo. N entre
4-6 isolamentos independentes.

* p<0,05: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.
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3.3- Actividade dos transportadores ABC

A actividade dos transportadores ABC foi avaliada pela acumulacao intracelular
do substrato Rh123 na presenca ou auséncia de inibidores de transportadores
ABC (figura 9).

A incubacdo dos hepatocitos com MK571 levou a um aumento significativo da
acumulacdo intracelular de Rh123 num padrao dose-resposta entre as
concentracoes de 3 uM a 50 uyM (13,7 = 0,1 % a 138 = 0,2 %, respectivamente).
Apos incubacdo com CycA a acumulacao de Rh123 nos hepatdcitos foi similar ao
controlo em todas as concentracOes testadas, com excepcdo da CycA a 50 uM

onde se verificou um aumento significativo de 11 = 0,08 %.
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Figura 9: Acumulacdo de Rh123 intracelular apds incubacdo com os inibidores MK571 e
CycA. Valores apresentados como percentagem de acumulacdo, em média + erro-padrao
em relacdo ao controlo, estabelecido como 100 %. N entre 3-5 isolamentos
independentes.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001: valores significativamente diferentes em relacdo ao

controlo.
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A acumulacdo de Rh123 no interior dos hepatdcitos na presenca de BaP esta
representada na figura 10, sendo significativamente superior ao controlo apods

exposicdo dos hepatocitos ao BaP nas concentracdes de 10-15M e 10-6 M.
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Figura 10: Acumulacdo de Rh123 intracelular apés incubacdo com BaP. Valores
apresentados como percentagem de acumulacao, em média + erro-padrdo em relacdo ao
controlo, estabelecido como 100 %. N entre 3-5 isolamentos independentes.

* p<0,05: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.

3.4- Viabilidade celular

A toxicidade dos compostos utilizados nas diferentes metodologias foi avaliada
pelo ensaio de reducdo do MTT (figuras 11-12). A incubacdo dos hepatdcitos
com CycA (figura 11) e BaP (figura 12) nao teve qualquer efeito ao nivel da
viabilidade celular, considerando-se que os compostos ndao foram tdéxicos nas
concentracdes utilizadas. Curiosamente, apds incubacdao com MK571, verificou-
se um aumento da reducdo do MTT (figura 11), significativamente diferente nas
concentracdes mais elevadas do inibidor (a 30 uM, 45 + 0,1 %, e a 50 uM 95+ 0,2

%).
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Figura 11: Viabilidade celular apds incubacdo com os inibidores MK571 e CycA em
diferentes concentracoes. Valores apresentados em percentagem de absorvancia média =
erro-padrdo em relacdo ao controlo, estabelecido como 100 %. N entre 3-5 isolamentos
independentes.

* p<0,05: valores significativamente diferentes em relacdo ao controlo.
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Figura 12: Viabilidade celular apdés incubacdo com BaP. Valores apresentados em

percentagem de absorvancia média + erro-padrdo em relacdo ao controlo, estabelecido

como 100 %. N entre 3-5 isolamentos independentes.
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4. Discussao

Nos ultimos anos a politica dos 3Rs (Reduce, Replace, Refine - reduzir,
substituir, refinar), tem sido cada vez mais incentivada na comunidade cientifica,
com a finalidade de diminuir o nimero de animais, substituindo por estados
embrionarios e/ou culturas de células (Scholz et al., 2008). Os hepatécitos de
peixes tém sido uma das ferramentas usadas como modelos /n vitro em estudos
de toxicologia, de forma a avaliar os efeitos de poluentes presentes no meio
aquatico (Naicker et al., 2007; Pesonen & Andersson, 1997; Schirmer, 2006). No
entanto, poucos sao os trabalhos que tém aplicado culturas primarias de
hepatocitos de espécies marinhas no ambito ecotoxicoldgico (Smeets et al., 2002;
Tutundjian et al., 2002; Winzer et al.,, 2002). Assim, com o presente estudo
pretendeu-se validar as culturas primarias de hepatocitos de robalo como um
novo modelo /n vitro através da analise das trés fases de destoxificacdo, apos
exposicdo a um PAH, o BaP, quer ao nivel molecular quer ao nivel catalitico. Desta
forma avaliou-se a fase | e Il de biotransformacdo e os transportadores ABC,
demonstrando as vantagens em usar este modelo como mais uma ferramenta /in

vitro a aplicar no estudo de efeitos de poluentes ambientais.

O recurso ao ensaio de reducdo do MTT permitiu averiguar a viabilidade celular
dos hepatocitos apos exposicdo aos diferentes compostos, inibidores dos
transportadores ABC e BaP, tendo-se observado que ndo ocorreu decréscimo da
viabilidade apds o periodo de exposicdo. No entanto, ndo foi possivel avaliar a
toxicidade do MK571, uma vez que se observou um suposto “aumento” da
viabilidade celular. Resultados semelhantes foram também obtidos por Zaja et al
(2008) com culturas primarias de hepatocitos de truta apds exposicdo ao MK571.

Foi sugerido que o MTT seja um substrato dos transportadores ABC, logo na

28



presenca do inibidor MK571 podera ocorrer um aumento da acumulacao
intracelular do MTT, levando a resultados erréoneos (Vellonen et al.,, 2004).
Recentemente, o recurso a outro ensaio, o MNeutral Red, na avaliacdo da
viabilidade celular em substituicio do MTT, permitiram confirmar que o MK571
ndo é um composto toxico, nas mesmas condicdes de exposicdo, em culturas de

hepatocitos primarios de robalo (Ferreira, M. ndo publicado).

Para fazer uma analise correcta da expressdao génica é essencial seguir certas
directrizes, sendo uma muito importante a seleccio dos genes de referéncia
(Derveaux et al., 2010). Um bom gene de referéncia sera, por definicio, um gene
gue tem niveis de expressdo elevados e que ndo apresente variacao na expressao
entre tecidos ou condicdes experimentais (Aursnes et al., 2011; Hibbler et al.,
2008). Neste trabalho testaram-se trés genes que tém sido aplicados como genes
de referéncia em robalo, EF1, 18S e L17 (Mitter et al., 2009; Rocha et al., 2007;
Varsamos et al., 2006). Nas condicbes testadas, ou seja exposicao de culturas
primarias de hepatocitos de robalo ao BaP, verificou-se que dos trés genes
avaliados, sé o L17 manteve niveis de expressao inalterados. Contrariamente, na
expressdo dos genes 18S e EF1 observou-se um aumento significativo do mRNA
apos a exposicdo ao BaP em certas concentragbes usadas. Tendo em conta estes
resultados optou-se por usar a expressdao do gene L17 como referéncia para
normalizar a expressdo génica dos transportadores ABC (ABCC1 e ABCC2) e

CYPTAT.

Nas culturas primarias de hepatocitos de robalo, ap6s exposicao ao BaP, a
expressao, ao nivel da transcricao, da fase Ill foi avaliada pela analise da
expressdao de mRNA dos genes que codificam para os transportadores ABCC1 e

ABCC2. Apds a exposicdo ao BaP observou-se um aumento significativo da
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expressdo do gene que codifica o transportador ABCC2 na concentracdo mais
elevada. No caso do gene que codifica o transportador ABCC1 também se
verificou uma tendéncia para um aumento da expressao na concentracdo mais
elevada de BaP, embora ndo estatisticamente significativa. Considerando que um
aumento da expressao do gene se traduzird num aumento da proteina, estes dois
transportadores poderdo estar de alguma forma envolvidos na destoxificacao do
BaP e/ou seus metabolitos. Este é o primeiro trabalho onde se avalia a expressao
dos genes ABCC1 e ABCC2, que se considera estarem envolvidos no efluxo
principalmente de metabolitos conjugados (Leslie et al.,, 2005), em culturas
primarias de hepatécitos, apos exposicdao a um PAH. No entanto, o transporte de
BaP e/ou seus metabolitos por estas proteinas continua a ser um assunto
controverso. Num estudo realizado com a linha celular intestinal humana, Caco-
2, exposta ao BaP, foi demostrado o aumento da expressao do mRNA da ABCBI
nao se tendo observado qualquer efeito na expressiao do mRNA do ABCC1 e do
ABCC2 (Lampen et al., 2004). Por outro lado, no mesmo modelo /n vitro a
exposicdo ao BaP ndo teve qualquer efeito na expressdao dos genes ABCB1, ABCCI1
e ABCC2 (Buesen et al., 2003), o que mostra a ambiguidade nos resultados e a
dificuldade em associar estes transportadores a destoxificacio de determinados
compostos. No entanto, em animais selvagens, capturados em locais altamente
contaminados com misturas de PAHs, verificou-se um aumento significativo da
expressdao do mRNA do ABCC2 e da ABCG2 em figado (Paetzold et al., 2009). Os
nossos resultados vém de encontro a estes que foram realizados com espécies
aquaticas, podendo indicar que existem diferencas, ao nivel da expressao dos
genes dos transportadores ABC, entre células humanas e de animais marinhos.
Os nossos resultados também mostraram que os transportadores ABCC1-2 sao
expressos nos hepatocitos de robalo em cultura, sendo um bom indicador para a

sua possivel aplicabilidade como um modelo para avaliar a interacdo de
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contaminantes com estes transportadores de efluxo envolvidos na fase Il do
mecanismo de destoxificacdo. No entanto sdo necessario mais estudos para
realmente avaliar qual o papel destes transportadores ao nivel do efluxo de

contaminantes ambientais e/ou seus metabolitos.

A expressdao do mRNA que codifica o gene CYPTA, fase | de biotransformacao,
foi também avaliada nas culturas primarias de hepatocitos de robalo, tendo-se
observado um aumento significativo da expressdo apos exposicdo das células nas
concentracdes mais elevadas de BaP. Estes resultados vém de encontro ao que
tem sido descrito por outros autores, onde se observou um aumento da
expressao do mRNA do CYPTA no figado de espécies aquaticas, ap0s exposicdo a
este PAH, quer em trabalhos de laboratério (Choi et al., 2008; Wang et al., 2010)
guer com animais de campo expostos a PAHs (An et al., 2011; Miller et al., 1998;
Paetzold et al., 2009). Da mesma forma, trabalhos realizados com linhas
celulares tumorais expostas ao BaP demonstram que, /n vitro, ocorre um aumento
da expressdo do mRNA que codifica o gene CYP1A, num padrao dose-resposta
(Chi et al., 2009; Lampen et al., 2004). Os nossos resultados estdo de acordo com
0 que seria esperado, tendo em conta que este composto é considerado um
potente indutor da fase | de biotransformacao (Fent & Batscher, 2000), e dai a sua
aplicacdo neste trabalho. Deste modo, foi-nos possivel demonstrar a capacidade
de inducdo, ao nivel molecular, dos mecanismos de destoxificacdo da fase | de

biotransformacdo, neste modelo /n vitro.

Apos o estudo molecular de duas fases integrantes do mecanismo de
destoxificacdo, em culturas primarias de hepatécitos de robalo, avaliou-se
também se a capacidade catalitica das fases de destoxificacdo se encontravam

funcionais neste modelo.
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A actividade dos transportadores ABC foi avaliada pela acumulacdo intracelular
de um substrato especifico dos transportadores, a Rh123, na presenca ou
auséncia de inibidores dos transportadores, CycA e MK571. A presenca dos
inibidores levou a um aumento da acumulacao intracelular da Rh123, sendo este
aumento significativamente maior na presenca do MK571 do que o observado na
presenca da CycA. Estes dados mostram a presenca e funcionalidade dos
transportadores ABC em culturas primdarias de hepatocitos de robalo. A
funcionalidade destes transportadores em hepatocitos primarios de truta foi
também confirmada usando a mesma metodologia, e obtendo resultados
similares aos nossos (Sturm et al., 2001; Zaja et al., 2008). O mesmo método foi
também aplicado em células da linha celular de hepatoma de Poeciliopsis lucida
(PLHC-1) expostas a CycA e MK571 para a avaliar e funcionalidade das proteinas
de efluxo (Caminada et al.,, 2008). Assim, com a realizacao deste ensaio, foi
possivel concluir que nas culturas primarias de hepatocitos de robalo os
transportadores ABC se mantém funcionais. No entanto, e considerando a
sobreposicao do tipo de transportadores que a CycA e o MK571 inibem, nao foi
possivel determinar qual o tipo de transportador que sera predominante nos
hepatécitos primarios de robalo. Zaja et al. (2008), tendo em conta que os niveis
de acumulacdo de Rh123 foram superiores na presenca do MK571, levantaram a
hipoétese de os hepatécitos de truta apresentarem maior actividade dos
transportadores MRP do que Pgp ou BCRP. No entanto, mais recentemente foi
demonstrado em linhas celulares de mamiferos que o MK571 tem a capacidade
de inibir todos os tipos de transportadores ABC (ABCB, ABCC e ABCG) (Matsson et
al., 2009), o que invalida esta hipotese.

O papel do BaP como substrato ou inibidor dos transportadores foi igualmente
avaliado pelo ensaio de MXR, tendo ocorrido um aumento significativo da

acumulacdo intracelular de Rh123 nos hepatocitos apds exposicdo a
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concentracdo mais baixa e mais alta de BaP, o que ndao nos permitiu concluir
relativamente ao efluxo do BaP e/ou seus metabolitos pelos transportadores ABC.
Estudos /in vitro referem a possibilidade do BaP ou dos seus metabolitos
conjugados serem substrato, respectivamente, da Pgp na fase 0 (Yeh et al., 1992)
ou das MRP e BCRP na fase Ill (Ebert et al., 2005; Lampen et al., 2004). Por outro
lado, outros trabalhos mostram que o BaP ndo é transportado por
transportadores como a Pgp (Schuetz et al.,, 1998; Zaja et al., 2011), sendo
sugerido que outros transportadores o facam, mantendo-se assim a incerteza

guanto ao efluxo do BaP e/ou seus metabolitos pelos transportadores ABC.

A resposta catalitica das fases | e Il de biotransformacdo, nos hepatocitos de
robalo em cultura primaria, foi avaliada pela actividade das enzimas EROD e GST,
respectivamente. Apds exposicao ao BaP, foi detectado um padrdo dose-resposta
da actividade da EROD, o que revela que os hepatocitos de robalo em cultura
mantém a capacidade de resposta ao nivel dos mecanismos da fase | de
biotransformacdo na presenca deste composto, indutor do CYPTA. Estes
resultados estdo de acordo com outros estudos /n vivo onde se observou a
inducdo da actividade da EROD em robalo (Gravato & Santos, 2003), tilapia (Costa
et al., 2011) e em killifish (Wills et al., 2010) apos exposicdo ao BaP. Também em
trabalhos aplicando células de teleésteos, se observaram niveis mais elevados de
inducdo de actividade da EROD apés 24h de exposicdo a 1uM de BaP (Scholz &
Segner, 1999; Behrens et al., 2001; Zhou et al., 2006; Naicker et al., 2007). Para
além da inducao da actividade observou-se também um padrao dose-resposta na
actividade da EROD o que vem também de encontro ao descrito em estudos
similares com culturas primarias de hepatocitos de outras espécies aquaticas,
como tilapia (Zhou et al.,, 2006) e peixe-gato africano (Clarias gariepinus)

(Naicker et al.,, 2007), em resposta a presenca do BaP. Assim, este trabalho
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mostrou que as culturas primarias de hepatocitos apresentam actividade da
EROD, que pode ser facilmente medida apds exposicdo ao BaP, e possivelmente
na presenca de outros poluentes com as mesmas caracteristicas do BaP presentes
em meio aquatico. Assim, o comportamento da enzima reflete o que se tem
observado /n vivo e in vitro o que mostra a sua possivel utilizacdo como uma
nova ferramenta na avaliacao dos efeitos toxicoldgicos a exposicdo a indutores
do CYP1A, pelo mesmo mecanismo do BaP.

Quando avaliada a resposta catalitica da fase Il de biotransformacao, observou-
se inducdo da actividade da GST apods exposicdo dos hepatocitos apenas na
concentracdo mais elevada de BaP. Estes dados sdo similares ao observado num
estudo /n vivo de exposicao de robalos a BaP onde foi descrito um aumento de
actividade da GST apenas nas concentracdes mais elevadas (Gravato &
Guilhermino, 2009). Estudos realizados /n vitro mostraram inducao da GST em
culturas primarias de branquia de truta expostas a 3-metilcolantreno (3-MC)
(Sandbacka & Isomaa, 2000), e em linhas tumorais humanas Caco-2 (Buesen et
al.,, 2003) e HepG2 (Lin & Yang, 2007) expostas ao BaP. Tendo em conta o
paralelismo entre o reportado nos trabalhos /n vivo e in vitro, e o observado no
nosso trabalho com culturas primarias de hepatocitos de robalo, a enzima da fase
Il de biotransformacdo, a GST, mantem-se funcional e responde a presenca do
contaminante, nao sendo no entanto a resposta detectada tdo evidente como no
caso da fase | de biotransformacao. Apesar disso, verificou-se uma correlacdo
significativa entre a actividade destas das duas enzimas (r=0,54; p< 0,05), o que
sugere que a cooperacdo entre as duas fases de biotransformacao também esta
funcional nas culturas primarias de hepatocitos de robalo. Apesar de nao se ter
observado correlacdo entre a actividade das enzimas de biotransformacao e
actividade dos transportadores ABC na presenca do BaP, verificou-se que a

actividadade da EROD e GST estavam correlacionadas com a expressao génica
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dos transportadores ABC, o que podera de certa forma sugerir a existéncia de
interaccdo entre as fases de biotransformacdo e os transportadores de efluxo.
Assim, os nossos resultados podem estar a reforcar a hipotese da existéncia de
cooperacdo entre as diferentes fases de destoxificacdo. Um facto interessante foi
também a ndo existéncia de correlacdo entre a actividade da EROD e a expressao
do mRNA do CYP1A na presenca do BaP. Isto podera estar relacionado com o
tempo de vida do mRNA codificante nos hepatécitos sendo possivel que o pico de
inducdo seja anterior as 24h, ndao tendo por isso sido detectado no nosso
trabalho. Resultados similares foram descritos por Della Torra et al (2011) em
estudos /n vitro com uma linha celular PHLC-1 exposta a fragancias de xileno
onde se verificou inducdao da EROD num padrao dose-resposta, enquanto que a

expressao génica do CYPTA ndo apresentou o mesmo comportamento.

Assim, os nossos dados mostram que, nas culturas primarias de hepatdcitos de
robalo, as fases | e Il de biotransformacao assim como os transportadores ABC se
mantém funcionais, e que esta podera ser uma nova ferramenta /n vitro a aplicar

na avaliacdo de efeitos de poluentes.
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5. Conclusao

Este trabalho é, até a data, o Unico onde foram utilizadas culturas primarias de
hepatécitos de robalo na avaliacdo de efeitos do BaP ao nivel das fases de
destoxificagao.

Em conclusdo, com os resultados obtidos aplicando as culturas primarias de

hepatocitos foi possivel demonstrar que:

- Ocorre resposta ao nivel da expressao do mRNA dos transportadores ABCC1-
2, e do CYP1A a presenca do BaP, podendo ser uma indicacao da cooperacdo nos
mecanismos destoxificacdo de contaminantes com capacidade indutora do
CYP1A, frequentemente presentes no meio aquatico;

- Os transportadores ABC se mantém funcionais, no entanto ndo foi possivel
apurar qual o tipo de transportador que sera predominante;

- As enzimas das fases de biotransformacdo | e Il, avaliadas pela actividade da
EROD e GST respectivamente, se encontram funcionais e reflectem o que seria

esperado /n vivo, na presenca do BaP;

Assim, as culturas primarias de hepatocitos de robalo poderao ser consideradas
como uma boa ferramenta /n vitro em estudos de ecotoxicologia, para avaliacao

de efeitos de poluentes frequentemente presentes no meio marinho.

Com a finalidade de compreender melhor os mecanismos de destoxificacao
intervenientes na defesa dos hepatdcitos apds exposicdo a contaminantes, seria
recomendavel, em trabalhos futuros, avaliar a intervencao de outras enzimas do
CYPTA (avaliando, por exemplo, a actividade da etoxicumarina-O-deetilase -

ECOD), e actuacdo de outros mecanismos da fase Il de biotransformacao (como
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as reaccoes de sulfatacdo e glucoronidacdo). Assim como avaliar a expressao
génica de outros transportadores intervenientes no processo de destoxificacao,

como a Pgp e BCRP.

Tendo-se verificado que nas culturas primarias de hepatocitos de robalo os
mecanismos de transcricdo se encontram funcionais, assim como a actividade das
proteinas, para completar todo o mecanismo dever-se-ia avaliar o processo de
traducdo medindo também o teor proteico. No entanto, para os transportadores
ABC apenas estao disponiveis anticorpos de mamiferos o que podera dificultar

essa avaliagao.
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